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Abstract
This paper describes HPLC separation of water soluble vitamins such as ascorbic acid 
（vitamin C, VC） etc. employing the core-shell type column utilizing hydrophobic interaction 
and/or hydrophilic interaction. As for 12 water soluble vitamins, riboflavin （vitamin B2, VB2）, 
riboflavin sodium phosphate （vitamin B2 phosphate）, cyanocobalamin （vitamin B12）, 
hydroxocobalamin and mecobalamin were successfully separated by the reversed-phase （RP） 
HPLC with an ODS column employing 15 – 20 % acetonitrile （ACN） or methanol （MeOH） as 
an organic modifier. Other water soluble vitamins eluted at almost t0 （column hold up time） 
by the RP-HPLC with an ODS column using no addition of ACN or MeOH to the mobile phase. 
These seven water soluble vitamins （VC, isoascorbic acid, ascorbic acid 2-glucoside, nicotinic 
acid, nicotinamide, vitamin B1 and vitamin B6） were successfully separated by hydrophilic 
interaction chromatography （HILIC） with an amide type column employing around 70% ACN 
mobile phase. The elution order in the HILIC mode was reversed compared with that in the 
RP-HPLC mode. Further each sample was identified more selectively by the UV spectra 
obtained by the photo diode array detector. Assay of pharmaceutical preparations and soft 
drink containing VC was successful by the HILIC mode HPLC employing an internal 
substance method within a short analysis time. 










Separation of Water Soluble Vitamins by HPLC with Core-shell Type Columns  











































ム（vitamin B2 phosphate、VB2-P）、ピリドシキン塩酸塩（vitamin B6、VB6）、シアノコバラミ
ン（vitamin B12、VB12）、メコバラミン（mecobalamin、MeVB12）、ヒドロキソコバラミン














プはLC-20AB（耐圧上限 40 MPa、約400 kg/cm2）、オートインジェクターとしては SIL-20AC






常の容量 10 µLのものを使用し、スリット幅は８nm（他に1.2 nm選択可能）とした。PDAの時
定数（レスポンス）及びサンプリングタイムは、640 ms（初期設定値）から 80 msに変更して
用いた。
　カラムは、コアシェル型の逆相カラムとして、 Sunshell C18（2.6 µm、4.6 mm i.d.×100 mm）、
Capcell Core C18（2.7 µm、4.6 mm i.d.×100 mm）、Kinetex 2.6 µm C18 （2.6 µm、4.6 mm i.
d.×100 mm）を使用した。さらに、C18カラムより疎水性部位が大であるC30カラムとして、
Develosil XG-C30M-3（３µm、4.6 mm i.d.×150 mm）も用いた。一方、コアシェル型のHILIC
カ ラ ム と し て は、Kinetex HILIC 100A（2.6 µm、4.6 mm i.d.×100 mm）、Sunshell HILIC-
Amide（2.6 µm、4.6 mm i.d.×100 mm）を、固定相部位の選択性の検討のため、全多孔性の
HILICカラムとして、Inertsil HPLC COLUMN Amide（３µm、4.6 mm i.d.×150 mm）、Inertsil 
HPLC COLUMN HILIC（３µm、4.6 mm i.d.×150 mm）も用いた。HILICカラムの固定相部位
を図2に示す。ピークの理論段数N、理論段高さH及び分離度Rsは、Prominence装置に搭載され




１mol/L水酸化ナトリウム液を加えてpHを調整した液（pH 2.5 ～ 5.2）を緩衝液とし、これに対
し、有機溶媒ACNあるいはMeOHを適宜混合し、メンブランフィルター（0.45 µm）でろ過して




A: Kinetex HILIC 100A, B: Sunshell 
HILIC-Amide （R: 未 開 示 ），C: Inertsil 



















ACN15%, B: リン酸塩緩衝液（pH 5.2）
ACN18%
カ ラ ム：Kinetex C18（2.6 µm，4.6 


















図4AにKinetex 2.6 µm C18 によるACN １%での分離例を示す。なお、有機溶媒による分離選択
図４　RP-HPLCによる水溶性ビタミンの分
離（2）VCを含む５種類の分離
A: Kinetex C18（2.6 µm，4.6 mm×
100 mm），リン酸塩緩衝液（pH5.2）
ACN1% 
B: Develosil XG-C30M-3（５µm，4.6 
mm×150 mm），TFA（１→1000）
210 nm，40℃，1.0 mL/min，ピーク：




















ーリングし、また、ジオール型のInertsil HPLC COLUMN HILICにおいても同様であった。一





































カ ラ ム：A: Inertsil HPLC COLUMN 
Amide（3 µm，4.6 mm×150 mm），
B: Sunshell HILIC-Amide（2.6 µm，
4.6 mm×100 mm）
移動相：0.05 moL/L酢酸アンモニウム・
ACN = 30:70，254 nm，A: 1.0 mL/
min B: 1.5 mL/min





　図5Bの条件で、VCを含む製剤（シナール錠、ラベル表示 200 mg/ １錠）と清涼飲料水（ラベ
ル表示VC 200 mg/100 mL）につき、内標準物質をisoVCとした定量法を検討した。以下に定量
法を記す。
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